c-myc遺伝子転写抑制因子による消化器扁平上皮癌遺伝子治療の開発 by 松下, 一之 et al.
206 207
はじめに
1.  c-myc 遺伝子の転写調節メカニズム
　c-Myc 蛋白は細胞の生命活動に極めて重要であり、細
胞周期や分化に伴い、多くの転写因子によって厳密に制
御されている。c-Myc 蛋白は c-myc 遺伝子の転写によ
り産生されるが、c-myc 遺伝子がどのように転写制御さ
れているのかについては不明の点が多い。c-Myc 蛋白の
発現は Wnt/Wingless シグナル伝達経路以外にも多く
の転写因子の影響を受けている。例えばヒト前骨髄性白
血病細胞である HL60 は DMSO (Dimethyl sulfoxide; 
Me2SO)、 retinoic acid、 phorbol esters、ビタミン D 誘
導体等種々の化学物質により分化誘導され、その際には
細胞内 c-Myc 蛋白の発現が減弱することが知られてい
る。これらの事実は、種々の分化誘導物質が様々な転写
因子を活性化し c-myc 遺伝子の転写に影響を与えるが、
最終的には一つの経路に集約されて c-myc 遺伝子の転写
を制御していることを示唆している。
2.  FUSE-FBP-FIR システムによる c-myc 遺伝子の　
転写調節
　それでは数多くの転写因子で制御される c-myc 遺伝
子はどのようなメカニズムで最終的に一つの経路に集約
されるのであろうか。このことを調べるために c-myc 遺
伝子の上流のどの部位が c-myc 遺伝子の転写に影響を
与えるか調べたところ、興味あることに c-myc 遺伝子
の転写開始部位の 1.5kb も上流のわずか百数十 base の
部位が c-myc 遺伝子の転写に極めて重要であることが
示され FUSE (Far Upstream Element) と名付けられた
（1）。次にこの c-myc 遺伝子プロモーターの上流 1.5kb
に位置する FUSE に結合する蛋白質を oligonucleotide 
affinity chromatography に よ っ て 調 べ た と こ ろ、
70kDa の 分 子 量 を 有 す る FBP（FUSE 結 合 蛋 白；
FUSE Binding Protein）が同定された。驚くべきこと
にこの FBP 蛋白自体が強力な転写活性を有し、c-myc
遺伝子を制御している可能性が示された (2-4)。
　FBP 蛋白はどの様にして c-myc 遺伝子を統合的に制
御しているのであろうか？ 種々の転写因子に影響を受け
る c-Myc 蛋白の発現レベルは細胞周期に関わらず、常
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要　旨
　c-Myc 蛋白は細胞の増殖、分化、細胞死（アポトーシス）を制御する転写因子である。細胞内の c-Myc 蛋白
は増加しても減少してもアポトーシスを誘導するが、その詳細や癌化との関わりついては不明の点が多い。本
研究において c-myc 遺伝子の転写抑制因子である FIR（FBP Interacting Repressor）を HeLa 細胞に発現誘
導したところ、アポトーシスが誘導された。また FIR の転写活性部位である最初の 77 個のアミノ酸を削除し
た変異 FIR 蛋白ではアポトーシスが誘導されず、FIR によるアポトーシス誘導は c-Myc 蛋白を抑制することに
よるものと考えられた。
　多くの癌では c-Myc の発現増大が認められるが、今回の検討により、癌組織中では正常型 FIR の機能が障害
され c-Myc の発現増大とアポトーシス誘導阻害が同時にもたらされていることが示された。これは c-Myc 発現
増大と癌化との関連を示す新しいメカニズムである。さらに本研究では FIR を用いた消化器扁平上皮癌遺伝子
治療の可能性につき検討した。
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に一定に保たれている。別の言い方をすれば細胞の生命
維持に重要な c-Myc 蛋白の発現は内的、外的刺激に対
してすばやく至適レベルに発現が調節される必要があ
る。様々な転写因子により調節を受けている c-myc 遺
伝子が、c-Myc の増減を感知するレセプター（蛋白）に
より制御されているとする仮定すると、その制御には
(a) レセプター（蛋白）による c-Myc 蛋白の（発現レ
ベル）増減の感知、(b) c-Myc 蛋白の発現をネガティブ
あるいはポジティブフィードバックする c-myc 遺伝子
調節蛋白の選定、(c) 選定された蛋白の転写・合成、(d) 
c-myc 遺伝子転写調節因子の c-myc 遺伝子に対する作
用、(e) 至適な c-Myc 蛋白レベルの発現、という他段階
の制御が必要になる。このような c-myc 遺伝子の制御
は蛋白合成の時間を要する。生命活動の安定・維持に
重要な c-Myc 蛋白の発現を調節するには蛋白合成を必
要としない他の瞬時に転写をコントロールするメカニ
ズムの存在が不可欠である。米国がん研究所の David 
Levens ら は c-myc 遺 伝 子 の 調 節 に 関 し て、DNA 
conformation や DNA topology を考慮したユニ－ク
な考え方を提唱している。即ち遺伝子の転写が RNA ポ
リメラーゼにより開始されると、転写開始部位より上流
には２本鎖 DNA に物理学的に負のねじれ（negative 
supercoiling）が起こり、逆に転写開始部位の下流では
正のねじれ（positive supercoiling）が起こると考え
られる。この supercoiling の状態を感知・補正するの
が DNA melting（2 本鎖 DNA が 1 本鎖 DNA にほど
けること）であり、FUSE は c-myc 遺伝子の転写によ
り DNA melting を起こしている部位と考えられている。
転写に伴って起こる DNA の物理的変化は蛋白合成を伴
うフィードバックシステムよりもずっと早い転写調節を
行い得ると考えられる。また FBP は DNA melting し
た 1 本鎖 DNA に結合することができる single-strand 
DNA binding 蛋白であり、強い c-myc 遺伝子転写活性
を持つ転写因子である。
　このように FBP は c-myc 遺伝子の転写を、転写に伴
う DNA の構造変化を感知することにより調節している
のではないかと考えられている。
3.  FIR による c-myc 遺伝子転写抑制とアポトーシス
　c-Myc 蛋白は細胞増殖や腫瘍化（形質転換）に深く関
与している。多くの癌組織で c-Myc 蛋白の発現増大が
認められ、c-myc 遺伝子導入により細胞の腫瘍化が認め
られる。反対に c-Myc 蛋白は細胞内の発現量が増加して
も減少しても細胞死（アポトーシス）が誘導される (5)。
Yeast two-hybrid 法により HeLa 細胞の cDNA ライブ
ラリーから FBP に結合する蛋白質を探したところ、FIR 
(FBP Interacting Repressor) が同定された (6)。興味
深いことに、この FIR は TFIIH の機能を抑制すること
により c-myc 遺伝子を転写抑制することが示された。
TFIIH は 2 本 鎖 DNA を 1 本 鎖 に ほ ど い て（heicase
活性と呼ばれる）転写開始に関与する一方で DNA 修
復（DNA repair）にも関与している。FIR は TFIIH の
heicase 活性を抑制することにより遺伝子の転写抑制を
していると考えられている (7)（図Ⅰ）。
　例えばヒト白血病細胞における、グルココルチコイド
を用いた実験ではアポトーシス誘導に c-myc 遺伝子の
抑制が必須である (8-11)。また B 細胞を用いた系ではア
ポトーシスを誘導する化学物質はいずれも c-myc 遺伝子
の発現抑制と深くかかわっている (12-15)。c-myc のア
ンチセンスオリゴヌクレオチドをいくつかの種類の細胞
に導入してもアポトーシスが誘導される (5)。一方 IL-3
依存性の骨髄細胞において、IL-3 を枯渇させると同時に
c-myc 遺伝子を強制発現させるとアポトーシスが誘導さ
れる (16)。また血清を取り除いた培地で Rat1 線維芽細
胞に c-myc 遺伝子を強制発現させるとアポトーシスが誘
導される (17)。これらの実験結果から c-Myc の細胞内
の不適切な発現はいずれもアポトーシスを誘導すること
が示されたが、その詳細なメカニズムについては不明な
点が多い。
　我々は FIR が人工的に遺伝子導入された c-myc プロ
モーターからの転写抑制のみならず、細胞内に存在する
内因性の c-myc 遺伝子を直接転写抑制することを示し
た。さらに FIR を HeLa 細胞に遺伝子導入すると細胞死
（アポトーシス）が誘導された。このことから、FIR は
c-myc を抑制することによりアポトーシスを誘導してい
ることが示唆された (19）。一方ヒト大腸癌および種々の
癌で c-myc 遺伝子が発現増大していることが知られてい
る。そこで我々は、種々の癌でみられる c-myc 遺伝子の
発現増大に FIR の異常が関与しているかを調べるととも
に、この FIR を用いた遺伝子治療の可能性について検討
した。
方　法
1.  発現プラスミドの作製
　完全長の FIR と FIR の転写活性部位である最初の
77 個のアミノ酸を削除した変異 FIR cDNA をそれぞ
れ pCGNM2 vector plasmid (7) に組み込み、それぞ
れの発現プラスミド（HA-FIR と HA-FIR∆N77）を作
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製 し た。c-myc promoter を chloramphenicol acetyl 
transferase (CAT) gene の上流に持つレポータープラ
スミドを先の FIR あるいは変異 FIR と同時に HeLa 細
胞に遺伝子導入し、CAT の発現抑制を調べた。
2.  ヒト癌組織標本の採取
　原発性大腸癌の治療の目的で当科に入院した患者
から、術前に文書による同意を得てから癌部と癌から
5-10cm 離れた非癌組織を摘出した。組織は摘出後 1 時
間以内に採取し、マイナス 80 度に保存した 。二人の病
理医が組織診断を行い、摘出された組織が腺癌であるこ
とを確認した。
3.  Chloramphenicol acetyl trans- ferase (CAT) assay
　HeLa 細 胞 を 10% fetal calf serum を 加 え た
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, 
Gibco-BRL) で培養し、電気穿孔法（elctroporation）に
より HA-FIR と HA-FIR∆N77 を遺伝子導入した。遺伝
子導入から 48 時間後に CAT の発現をすでに報告され
た方法に従って調べた (18)。
4.  免疫組織化学的染色およびフローサイトメトリー解析
　HeLa 細胞をカバーグラス上で培養し Lipofectamine 
Plus reagents (Gibco BRL) で遺伝子を導入した。遺
伝子導入から 18 時間後に免疫組織化学的染色 (19) に
より c-Myc と HA-FIR の発現の関係をしらべた。用い
た一次抗体は mouse monoclonal 抗 HA 抗体 (Santa 
Cruz Biotechnology, CA) と rabbit polyclonal 抗
c-Myc 抗 体 (Upstate Biotechnology, NY) で そ れ ぞ
れ blocking buffer (19) で 500 倍、1,000 倍 希 釈 に
て使用した。一次抗体はカバーグラス上の細胞を 4%-
パラホルムアルデヒドで固定後ＰＢＳで洗浄し室温で
一時間反応させた。その後 PBS で再度洗浄し二次抗
体 rhodamine-conjugated anti-mouse IgG (Roche)、
fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated 
anti-rabbit IgG (Sigma) を そ れ ぞ れ blocking buffer 
(19) で 1,000 倍、500 倍希釈して使用した。細胞核の
DNA は diamidinophenylindole (DAPI, 1mg/ml) で
染 色 し、immunofluorescence 顕 微 鏡 (Leica QFISH; 
Leica Microsystems, Tokyo, Japan) で観察した。
　FIR による c-myc 遺伝子の抑制を定量化するために
フローサイトメトリーを用いた two-color 解析を行った
(19)。遺伝子導入後 22 時間後の HeLa 細胞を trypsin
処理し上記の一次抗体を用いて FIR と c-Myc をそれぞ
れ染色した。二次抗体は FITC-conjugated anti-rabbit 
IgG (Sigma) と R-PE-conjugated anti-mouse IgG 
(PharMingen) をそれぞれ 200 倍希釈で用いた。10,000
個の細胞をカウントし c-Myc-FITC を FL1 チャンネル
HA-PE を FL2 チャンネルで検出した。PE 陽性細胞を
Ｘ軸で表示した。
5.  アポトーシスの検出
　 ア ポ ト ー シ ス は TUNEL assay に よ り 検 出 し た
(Apoptosis Detection System, Fluorescein. Promega, 
WI, USA)。簡単に述べるとカバーグラス上で培養した
HeLa 細胞を 4%- パラホルムアルデヒドで固定後 -200C 
エタノールで２時間固定した。PBS で 2 回洗浄し、ア
ポトーシスをおこした細胞は in situ nick-end labeling 
with terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) 
containing FITC-labeled dUTP (MEBSTAIN 
Apoptosis Kit: Medical & Biological Laboratories, 
JAPAN) で染色した。 HeLa 細胞を 1 unit/ml DNase 
I (GenHunter Corporation, Nashville, TN) で 処 理
した細胞を陽性コントロールとした。細胞核 DNA は 
DAPI III Counterstain (Vysis, Abbott Park, IL) で
染色し、蛍光顕微鏡で観察した (Leica QFISH; Leica 
Microsystems, Tokyo, Japan)。 
　Two-color analysis は細胞をトリプシン処理後軽く
遠沈し (300 × g 10 分 )、 FITC- ラベルした dUTP を
含む 50ml の TdT buffer 中で反応させた (MEBSTAIN 
Apoptosis Kit)。 最後に 250mg of DNase-free RNase 
A を含む 0.5ml の propidium iodide (PI) 溶液 (5 µg/ 
ml in PBS) に細胞を混和した。10,000 個の細胞をカウ
ントし、FITC を FL1 に、 PI を FL2 に対応させた。ア
ポトーシス細胞は Y 軸に示される FITC- 陽性細胞とし
て示された。 
6.  蛋白質の抽出とウエスタン法 
　 凍 結 組 織 か ら の 蛋 白 質 の 抽 出 は lysis buffer (7M 
urea, 2M thiourea, 2% 3-[(3-Cholamidopropyl) 
dimethylammonio-] 1-propanesulfate (CHAPS), 0.1 
M Dithiothreitol (DTT), 2% IPG buffer (Amersham 
Phrmacia Biothech, Backinghampshire, UK), 
40mM Tris) 中 で 500mg の 凍 結 組 織 を Polytron 
homogenizer (Kinematica, Switzerland) を 用 い て
溶 解 し、100,000 × g で  1 時 間 4oC で 高 速 遠 沈 し、
その上清を用いた。得られた蛋白量は protein assay 
(Bio-Rad, Herculus, CA) により定量した。次に組織か
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ら得られた蛋白質を 8％ acrylamide gels により電気泳
導し、ウエスタンブロットに用いた。用いた一次抗体は
rabbit polyclonal 抗 -FIR 抗体 (6) と goat polyclonal
抗 b-actin 抗 体 (Santa Cruz, Santa Cruz, CA) で、
そ れ ぞ れ 1,000 倍、500 倍 で 使 用 し た。2 次 抗 体 は
anti-rabbit IgG horseradish peroxidase conjugate 
(HRP) (Jackson, west Grove, PA) で 3,000 倍 希 釈、
anti-goat IgG HRP (Cappel, West Chester, PA) は 500
倍希釈で使用した。抗原は ECLTM detection reagents 
(Amersham Pharmacia Biothech) で検出し、発現レベ
ルは NIH Image により定量化した。
7.  Reverse transcriptase (RT)-PCR and real-time 
quantitative PCR
　Total RNA と genomic DNA は 癌 部、 非 癌 部 か ら
RNeasyTM Mini Kit and DNeasyTM Tissues Kit 
(Qiagen) を用いて抽出した。cDNA は total RNA から
1st strand cDNA Synthesis Kit を 用 い て 合 成 し た
(Roche, Mannheim, Germany)。 作 製 さ れ た cDNA 
を 用 い て RT-PCR に よ り FIR cDNA を 増 幅 し た。
使用したprimerは: forward 5'-GGCCCCATCAAGAG 
CATC-3'、reverse 5'-GGGGCTGGGCCAGGGTCAG
-3' である。コントロールとして GAPDH cDNA を用い
た。
　同時に Real-time quantitative PCR により増幅され
た FIR cDNA を LightCyclerTM (Roche, Mannheim, 
Germany) により正確に定量した。 プライマーの至適条
件 の 評 価 は Gene research laboratories Inc (Sendai, 
Japan) に依頼した。 FIR cDNA 増幅の為のプライマーは
: forward 5'-GCACCTGGAGTCATCACA-3', reverse 
5'-CGCAGAACCATCACTGTAG-3' を 用 い た。 ヒ ト
c-myc cDNA および ヒト β-actin cDNA のプライマー
はそれぞれ : forward 5'-GCCTCAGAGTGCATCGAC- 
3' ,  reverse 5'-TCCACAGAAACAACATCG-3' 
(c-myc), forward 5'-TGGAGAAAATCTGGCACCAC 
-3', reverse 5'-AATGGTGATGACCTGGCCGT-3' 
(β-actin) を用いた。
結　果
1.  FIR は c-myc 遺伝子を転写抑制し、FIR のアミノ末端
は転写抑制に必要である。
　まず HeLa 細胞に発現する c-Myc 蛋白が FIR によっ
て抑制されるかを調べた。また FIR の転写抑制部位であ
る N 末端が c-Myc の発現抑制に必要かどうか検討した。
FIR の発現プラスミドを HeLa 細胞に導入したところ
FIR では c-Myc 蛋白の発現が減弱したが、77 個のアミ
ノ末端アミノ酸を削除した変異 FIR（HA-FIR∆77）は
正常の FIR に比べ c-Myc 蛋白の発現に影響を与えなか
った（図 2A）。図 2B は FIR による c-Myc の発現抑制
を定量化した FACS 像を示す。HA-FIR では R2 の領域
で見られるように c-Myc の発現低下した population が
認められたが、HA-FIR∆77 では A. と同様に c-Myc 蛋
白の発現に影響が見られなかった。このことから FIR の
c-myc 遺伝子転写抑制にはアミノ末端が必要なことが示
された。
2.  FIR は細胞死（アポトーシス）を誘導し、転写活性
部位であるアミノ末端を削除した変異 FIR ではアポ
トーシス誘導は見られなかった。
　一方 c-Myc の発現抑制により細胞死（アポトーシス）
が誘導されることが知られている。従って c-myc 遺伝
子転写抑制因子である FIR によってアポトーシスが誘導
される可能性がある。我々は FIR によるアポトーシス誘
導の有無を調べるために図 2 と同様にして FIR と最初の
77 個のアミノ末端を削除した変異 FIR(HA-FIR∆77) を
HeLa 細胞に遺伝子導入し、TUNEL 法を用いてそれぞ
れの HeLa 細胞に対するアポトーシス誘導能を調べた。
FIR では図 3A に示す如く、細胞核の断片化を伴うアポ
トーシスが見られた。変異 FIR ではアポトーシスが誘導
されず、FIR のアポトーシス誘導にも c-myc 遺伝子転
写抑制と同様にアミノ末端が必要であることが示唆され
た。
3.  c-Myc 共発現により FIR によるアポトーシス誘導は
回避された。
　さて FIR が c-Myc の発現抑制によりアポトーシス誘
導を惹起するなら、 c-Myc 発現ベクターを FIR と同時
に遺伝子導入し c-Myc の発現抑制を阻害すると FIR に
よるアポトーシス誘導は回避されるはずである。実際
図 4A. で見られるように FIR と c-Myc 発現ベクターの
cotransfection によりアポトーシス誘導は回避された。
B. では FIR と c-Myc 発現ベクターの cotransfection に
よりアポトーシス（TUNEL 陽性）細胞は 21.1％から
4.2％に減弱した。
　以上の結果より FIR によるアポトーシス誘導は c-Myc
発現抑制に起因していることが示唆された。
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4.  c-myc 高発現の大腸癌組織中では FIR の発現は予想
に反して高かった。
　臨床的には多くのヒト癌組織中では c-myc 遺伝子の発
現が高いことが知られており、この c-myc 遺伝子の高発
現は主に転写レベルで起こっている。このことから我々
は大腸癌組織においては FIR による c-myc 遺伝子の抑
制が障害されているため、c-myc 遺伝子の発現が高いと
考えた。そこで大腸癌組織中の FIR の発現をウエスタン
ブロット法により調べた。予想に反して c-myc 遺伝子抑
制因子である FIR は大腸癌組織中では非癌上皮に比べ高
い発現が認められた（図 5A）。次に FIR の高発現が転写
レベルで起こっているか否かを調べるため、RT-PCR 法
（図5B）とFIR mRNAの発現を定量的PCR法（real-time 
quantative PCR、図 5C）により調べた。その結果大腸
癌組織中には FIR mRNA が非癌上皮に比べ高発現であ
ることが認められ、FIR と c-myc の mRNA 発現レベル
は相関していた（図 5D）。また FIR は gemone レベル
での増幅は認められず FIR の大腸癌組織中における高発
現は転写の活性化によることが示唆された。以上の結果
から、大腸癌組織において c-myc 遺伝子が高発現してい
る理由は FIR の発現が低下しているからではなく、FIR
の機能障害によることが考えられた。現在そのメカニズ
ムについて検討中である。
  以上の結果をもとに FIR による癌遺伝子治療を目指す
目的でアデノウイルスベクターを作製し癌細胞増殖抑制
能を調べた。
8.  FIR アデノウイルスベクターの食道癌遺伝子治療への
応用
　FIR アデノウイルスベクターを食道癌細胞（T.Tn）に
感染させたところ、細胞質（C）と核（N）に FIR 蛋白
の発現が確認された（図 6)。
　食道癌細胞（T.Tn）で FIR アデノウイルスベクタ
ーによる細胞増殖抑制能を調べたところ、コントロー
ル（Lac-Z アデノウイルスベクター）に比較して明らか
な細胞増殖能が認められた（MTT アッセイ）。細胞核
内の FIR 発現レベルを HeLa 細胞と比較すると、T.Tn
では約 10 分の 1 程度であるにも関わらず T.Tn 細胞で
は HeLa 細胞と同等の細胞増殖抑制効果が認められた
( 図 7）。
　このように c-myc 遺伝子転写抑制因子 FIR を用いた
遺伝子治療は消化器扁平上皮癌の有効な治療手段と成り
うると考えられる。
考　察
　c-Myc 蛋白の高発現は細胞の成長、増殖や不死化に関
係している。従って c-Myc の発現抑制は細胞死（アポト
ーシス）を誘導する可能性がある。本研究においては、
c-myc 転写抑制因子である FIR を HeLa 細胞に遺伝子
導入したところ、予測した通りにアポトーシスが誘導さ
れた。FIR の転写活性部位であるアミノ末端を削除した
変異 FIR では c-myc プロモーターからの転写抑制とア
ポトーシス誘導の両者が減弱した。さらに本研究におい
て大腸癌組織においては FIR が高発現していることが同
時に示された。以上の結果から FIR による c-myc 遺伝
子の脱制御の結果アポトーシスが起こらなくなり、大腸
癌進展にかかわっていることが示唆された (19)。
　文献的には c-Myc が増加しても減少してもアポトーシ
スが誘導されるという相反する報告が認められる。例え
ば増殖している細胞の培養液中から血清を取り除いた状
態で c-Myc を強制発現させたり、T-cell hybridoma を
抗原刺激し c-Myc を高発現させるとアポトーシスが誘
導される (5)。反対にグルココルチコイド (8-11) や他の
化学物質 (20-24) により c-Myc の発現を抑制してもア
ポトーシスが誘導される。加えて多くは B- あるいは T-
リンパ球系の実験だがアンチセンスオリゴヌクレオチド
により直接 c-myc mRNA を抑制してもアポトーシスが
誘導されることが知られている (5)。今回我々は内因性
c-Myc を発現抑制することで HeLa 細胞にアポトーシス
を誘導できることをはじめて示した（19）。このことは
c-Myc が細胞のアポトーシスを回避し、細胞増殖に深く
かかわっていることを示唆するものである。
　ところで FIR によるアポトーシス誘導は c-Myc 蛋
白の発現を直接抑制することのみによるものであろ
うか？ FIR は遺伝子の転写制御と DNA 修復の両方
に重要な役割を有する TFIIH のサブユニットである
XPB/p89/ERCC3 と 結 合 す る。 従 っ て FIR の ア ポ
トーシス誘導も XPB/p89/ERCC3 が持つ機能を抑制
することにより引き起こされている可能性がある。事
実、TFIIH のサブユニットである XPB/p89/ERCC3
と XPD/ERCC2 は両者とも DNA ヘリカーゼ（2 本鎖
DNA を 1 本鎖に解く酵素活性）を持ち、この両者は
p53 蛋白が細胞のアポトーシス誘導を誘導するときに関
与していると考えられている (25)。XPB/p89/ERCC3
は p53 蛋白と相互作用すると報告されており (26)、
XPB/p89/ERCC3 の遺伝子変異が認められる色素性乾
皮症（Xeroderma Pigmentosum; XP）の患者から樹立
された線維芽細胞では p53 蛋白によるアポトーシス誘導
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が減弱している (27)。このことは p53 蛋白が TFIIH の
ヘリカーゼ機能を阻害し、DNA 損傷の修復を遅らせる
ことによりアポトーシスが誘導されるのではないかと解
釈されている (28)。同様なメカニズムで FIR が TFIIH
のヘリカーゼ活性を阻害することによりアポトーシスが
誘導される可能性がある。FIR によるアポトーシス誘導
の機序に関しては更なる検討が必要とされる。
FIR 発現ベクターによる癌遺伝子治療
　正常細胞では c-Myc はほとんど発現していない。従っ
て FIR 遺伝子導入により副作用の少ない、癌細胞に特異
性の高い殺細胞効果が可能である。今回の検討でも FIR
アデノウイルスベクターは、食道癌細胞株に対して強い
殺細胞効果を示した。
　さらにわれわれの施設では、すでに食道癌患者に対し
てアデノウイルスベクターに p53 遺伝子を組み込んだ遺
伝子治療を行っている。P53 蛋白には p21cip1 蛋白を
誘導することによる細胞増殖抑制作用の他に、アポトー
シス誘導作用があり FIR 蛋白の機能と類似している。従
って FIR のアデノウイルス発現ベクターを用いた癌遺伝
子治療は、p53 遺伝子治療と並び癌治療への応用が期待
される。
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図 1.  FIR の c-myc 遺伝子転写抑制のメカニズム
FIR は基本転写因子である TFIIH のヘリカーゼ活性を抑制することにより c-myc 遺伝子の転写を抑制する。
図 2.  FIR による c-myc 遺伝子の発現抑制
（A）FIR による c-Myc 蛋白の発現減弱を蛍光顕微鏡下に調べた。FIR を発現した HeLa 細胞では c-Myc の発現が著明に
減弱していた。また FIR 転写抑制に必須な 77 個のアミノ末端のアミノ酸を削除すると (HA-FIR∆N77) c-myc 遺伝子の
抑制はみられなかった。（B）HA-FIR, HA-FIRN∆77 による c-Myc の減弱の程度を定量化するために flow cytometry
による解析を行った。FIR は細胞の c-Myc 蛋白の発現を著明に抑制することが示された。
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図 4.  c-Myc 共発現による FIR による c-Myc 抑制阻害とアポトーシス誘導阻害
c-Myc を共発現させると FIR によるアポトーシス誘導は阻害（回避）された。以上の結果から FIR によるアポトーシス
の誘導は c-myc 遺伝子を抑制することにより引き起こされているものと推察された。
図 3.  FIR によるアポトーシス誘導効果
77 個のアミノ酸を削除した変異 FIR (HA-FIR∆N77) を HeLa 細胞に遺伝子導入し、TUNEL 法を用いて細胞のアポトー
シスを調べた。（A）FIR では上段に示す如く、細胞核の断片化を伴うアポトーシスが見られた。（B）アポトーシスの認
められた細胞を定量化するために two-color analysis を行ったところ、予測された通りにコントロールプラスミッドで
はほとんどアポトーシスが誘導されなかったが、FIR を遺伝子導入した細胞では 16.5% の細胞にアポトーシスが誘導さ
れた。また HA-FIR∆N77 では 6.6% の細胞のみにアポトーシスが誘導された。
Ⅲ． 遺伝子解析・タンパク解析
214 215
図 5.  ヒト大腸癌における FIR の発現増大
（A）大腸癌組織中の FIR の発現をウエスタンブロット法により調べたところ、FIR は大腸癌組織中では非癌上皮に比
べ高い発現が認められた。次に大腸癌組織における FIR の高発現が転写レベルで起こっているか否かを調べるため、
RT-PCR 法（B）と FIR mRNA の発現を定量的 PCR 法（real-time quantative PCR、C）により調べた。その結果大
腸癌組織中には FIR mRNA が非癌上皮に比べ高発現であることが認められた。また、大腸癌組織中の FIR mRNA と
c-myc mRNA レベルは相関が認められた（D）。
図 6.  各種癌細胞株における FIR アデノウイルスベクターの発現
T.Tn（食道扁平上皮癌細胞）では HeLa（子宮扁平上皮癌細胞）に比べ、導入された FIR の発現が低かった。
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図 7.  FIR アデノウイルスベクターによる腫瘍細胞増殖抑制効果
図 6 に示すように T.Tn では HeLa に比べ FIR の発現誘導が低かったにもかかわらず、T.Tn では HeLa と同等の細胞障
害作用が FIR アデノウイルスベクター (Ad-FIR) により認められた。
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